201806.00192v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


基础 研究 


蛋 日 精 氨 酸 甲 基 化 酶 在 小 鼠 外 周 神 经 损伤 后 背 根 促 经 节 中 的 转 


徐 华 丽 , 徐 世 元 , 磨 凯 
南方 医科 大 学 珠江 医院 麻醉 科 , 广 东 广州 510282 


摘要 :目的 探讨 蛋白 精 氨 酸 甲 基 化 酶 (PRMT) 在 外 周 神经 损伤 背 根 神经 节 (DRG) 转 录 表 达 与 疼痛 行为 关系 。 方 法 构建 
C57BL6 小 鼠 双 侧 L4 次 神经 结扎 (SNL) 外 周 神经 损伤 神经 病理 性 疼痛 模型 ,假手 术 Sham 组 作对 照 ,收集 SNL 或 Sham 术 后 第 7 
天 DRG 组 织 , 行 RNA-Seq 测 序 全 面 分 析 PRMT 家 族 9 个 基因 在 转录 表达 规律 和 组 织 分 布 情况 ,筛选 出 差异 表达 基因 ;建立 小 鼠 
单 侧 L4 SNL 模 型 (Sham 组 作对 照 ) ,测量 各 组 在 SNL 术 前 (0 d)、 术 后 3、7 和 14 d 不 同时 点 机 械 缩 爪 反应 频率 (PWF) 和 热 缩 爪 反 
应 潜伏 期 (PWL) , 收集 两 组 上 述 不 同时 点 患 侧 和 对 侧 DRG 行 RTqPCR 验证 差异 基因 表达 情况 ;建立 坐骨 神经 结扎 慢性 缩 罕 损 
伤 (CCD) 模 型 ,假手 术 组 Sham 作 对 照 ,疼痛 行为 检测 方法 和 时 间 点 同 SNL 模 型 ,RT-gPCR 进一步 验证 CCI 术 后 上 述 时 点 差异 基 
因 表达 情况 。 结 果 (1)RNA-Seq 测 序 结果 表明 ,9 个 PRMT 基 因 均 表达 与 DRG 内 ,其 基础 表达 量 最 多 的 是 Prmt2 和 Prmt3, 最 少 
的 是 Prmt6。 与 Sham 组 比较 ,SNL 神 经 损伤 上 调 DRG Carm1 转录 表达 (增加 1.7 倍 ) ,抑制 Prmt5 .Prmt8 和 Prmt9 这 3 个 基因 转 
录 , 其 中 Prmt8 抑 制 最 明显 (下 降 16.3 信 )。(2)RT-qPCR 验证 表明 ,与 Sham 组 较 ,SNL 外周 神经 损伤 增加 术 后 3.7 和 14 d PWF， 
降低 PWL, 上 调 DRG Carzz7 转录 表达 ,而 仅 抑制 Prmt8 转 录 表 达 ,Prmt .Prmt5 和 Prmt9 无 明显 改变 ,(3) 同 样 的 ,CCI 坐 骨 神 经 
损伤 亦 增加 CCI 术 后 3.7 和 14 d PWF, 降 低 PWL, 上 调 DRG Carm17, 抑 制 Prmt8 在 上 述 时 点 的 表达 。 结 论 外 周 神经 损伤 致 机 
械 痛 觉 高 敏和 热 痛觉 过 敏 的 同时 ,上 调 DRG Carm1 转 录 表 达 , 抑 制 Prmt8 基因 转 录 。 

关键 词 : 蛋 白 精 氨 酸 甲 基 化 酶 ;外 周 神经 损伤 ; 背 根 神经 节 ; 神 经 病理 性 疼痛 
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Transcription of protein arginine N-methyltransferase genes in mouse dorsal root ganglia 


following peripheral nerve injury 


XU Huali, XU Shiyuan, MO Kai 
Department of Anesthesiology, Zhujiang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510282, China 


Abstract: Objective To investigate the changes in the transcription of protein arginine methylation enzyme family genes in the 
dorsal root ganglia (DRG) following peripheral nerve injury in mice. Methods C57BL6 mouse models of neuropathic pain 
induced by peripheral nerve injury were established by bilateral L: spinal nerve ligation (SNL). At 7 days after SNL or sham 
operation, the DRG tissue was collected for transcriptional analysis of 9 protein arginine methylation enzyme genes (Prmt1-3, 
Carm1, and Prmt5-9) using RNA-Seq to identify the differentially expressed genes in the injured DRGs. We also established 
mouse models of lateral L: SNL and models of chronic constriction injury (CCI) of the sciatic nerve and tested the paw 
withdrawal frequency (PWF) in response to mechanical stimulation and paw withdrawal latency (PWL) in response to thermal 
stimulation on 0, 3, 7 and 14 days after SNL or CCL; the expressions of the differentially expressed genes in the injured DRGs 
were verified in the two models using RT-qPCR. Results Among the 9 protein arginine methylation enzyme family genes that 
were tissue-specifically expressed in the DRG, Prmt2 and Prmt3 showed the highest and Prmt6é showed the lowest basal 
expression. Compared with the sham-operated mice group, the mice receiving SNL exhibited upregulated Carm]1 gene 
transcription (by 1.7 folds) but downregulated Prmt5, Prmt8 and Prmt9 transcription in the injured DRG (Prmt8 gene showed 
the most significant down-regulation by 16.3 folds). In mouse models of SNL and CCI, Carm1 gene expression increased 
progressively with time while Prmt8 transcription was obviously lowered on days 3, 7 and 14 after the injury; the transcription 
levels of Prmt1, Prmt5 and Prmt9 presented with no significant changes following the injuries. Both SNL and CCI induced 
mechanical allodynia and thermal hypersensitivities in the mice shown by increased PWF and decreased PWL on days 3, 7 and 
14 after the injuries. Conclusion Periphery nerve injury induces Carm!1 upregulation and Prmt8 downregulation in the injured 
DRG in mice, which sheds light on new targets for treatment of neuropathic pain. 

Keywords: protein arginine N-methyltransferase; periphery nerve injury; dorsal root ganglia; neuropathic Pain 


神经 病理 性 疼痛 (NP) 是 由 躯体 感觉 系统 的 损害 或 
疾病 导致 的 疼痛 ,临床 实践 中 ,周围 神经 损伤 是 NP 的 常 
见 病 因 之 一 "。 然 而 ,目前 仍 无 针对 NP 的 特效 方法 和 
根治 手段 ” ,因此 NP 的 病理 机 制 研究 对 于 探寻 新 的 治 
闻 方 法 和 手段 至 关 重 要 。 背 根 神经 节 (DRG) 是 疼痛 信 
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息 传 和 的 第 一 级 神经 元 ,许多 研究 表明 ,DRG 介 导 的 外 
周 机 制 在 外 周 神经 损伤 NP 的 发 病 机 制 中 起 着 尤为 重要 
的 作用 外 。NP 的 外 周 机 制 主要 是 由 外 周 神经 损伤 后 , 引 
起 DRG 疼 痛 相 关 基 因 ( 如 阿片 Y 氨 基 丁 酸 、 叹 叭 等 受 体 
基因 及 Na' K' 离 子 通道 受 体 基因 ) 表 达 改 变 , 导 致 神经 
元 兴奋 性 异常 增高 ,从 而 引起 皮肤 痛觉 过 敏和 痛觉 超 
人 敏 “。 组 蛋白 精 氨 酸 甲 基 化 酶 (PRMT) 通 过 特异 性 催化 
组 蛋白 或 非 组 蛋白 精 氮 酸 位 点 甲 基 化 等 蛋白 质 翻 译 后 
修饰 ,参与 调控 基因 转录 表达 、RNA 加 工 \ 信 号 转 导 和 
DNA 损 伤 修复 等 重要 细胞 活动 ,广泛 分 布 于 神经 系统 
中 5。 然 而 ,PRMTSs 是 否 参与 调控 外 周 神经 损伤 后 
DRG 疼痛 相关 基因 表达 , 目前 尚 不 清楚 。 目 前 发 现 
PRMTs 由 PRMT1-3.CARMI1、 和 PRMT5-9 共 9 个 和 蛋白 
组 成 ,分 别 由 Prmt1-3、.Carm1l 和 Prmt5-9 基 因 编 码 ”， 
外 周 神经 损伤 究竟 引起 DRG 哪些 PRMTs 转 录 表 达 改 
变 ? 为 回答 这 个 问题 ,本 研究 运用 RNA-Seq 检 测 疹 神 
经 结扎 (SNL) 疼 痛 模 型 对 应 受 损 DRG ,全面 分 析 上 述 
PRMT 在 DRG 的 组 织 分 布 和 神经 损伤 对 其 转录 表达 的 
影响 ,筛选 差异 表达 基因 ,使 用 RTqPCR 在 不 同 神经 损 
伤 疼痛 模型 上 进一步 验证 ,探讨 外 周 神经 损伤 对 
PRMT 转录 表达 的 影响 ,为 后 续 深 入 探讨 PRMT 介 导 
外 周 神经 损伤 引起 的 神经 病理 性 疼痛 分 子 生 物 学 机 制 
提供 基础 。 


1 材料 和 方法 
1.1 小 和 鼠 外 周 神 经 损伤 疼痛 模型 制作 

实验 动物 清洁 级 8 周 大 健 康成 年 雄性 C57BL6 小 
鼠 , 体 质量 25~30 g,RNA-Seq 检 测 和 RT-qPCR 验证 小 
鼠 则 由 南方 医科 大 学 实验 动物 中 心 提供 ,经 动物 伦理 委 
员 会 许可 ,小 鼠 疼 痛 实验 符合 国际 疼痛 研究 会 (IASP) 
的 准则 。 小 鼠 腰 4(L4) 兰 神经 SNL 模 型 方法 为 , 沿 小 鼠 
背部 切 开 皮肤 并 钝 性 分 离 一 侧 竖 珍 肌 ,暴露 并 咬 断 L5 
横 突显 露 L4 痊 神经 ,7-0 丝线 结 扎 并 离 断 L4 肉 神经 后 
逐 层 缝合 ,对 应 Sham 组 仅 暴 露 L4 神 经 不 子 结扎 。 而 慢 
性 坐骨 神经 结扎 模型 (CCT) ,方法 是 暴露 出 左 侧 坐骨 神 
经 十 ,用 4-0 铭 制 肠 线 环绕 神经 干 分 别 做 4 个 轻 度 结扎 
环 , 间 距 1 mm, 结 扎 强度 以 引起 小 腿 肌 肉 轻 度 额 动 反应 
为 宜 。 对 应 Sham 组 为 仅 分 离 左 侧 坐骨 神经 不 做 任何 处 
理 。 术 后 根据 实验 需要 检测 动物 疼痛 行为 学 ,观察 有 无 
伤 肢 自 哈 现 象 。 
1.2 痛 国 的 测定 
1.2.1 机 械 触 诱发 痛 行 为 检测 检测 方法 同 我 们 既往 人 研 
究 中 , 即 采 用 校正 后 的 0.4 g von Frey 纤毛 (Stoelting 
Co.,Wood Dale,IL,USA ) 垂 直 刺 激 小 鼠 后 扑 足 掌中 部 ， 
在 纤毛 适度 弯曲 后 持续 刺激 3 s, 连 续 刺激 10 次 ,每 次 刺 


算 缩 爪 反应 频率 (PWF)=( 有 效 反应 次 数 /10)x100% ,以 
此 来 反应 小 鼠 机 械 痛 敏 情况 。 
1.2.2 热 痛觉 过 敏 行为 检测 检测 方法 同 我 们 既往 研究 ”， 
即 采 用 热 痛 仪 (Model 336, IITC Incv/Life Science 
Instruments, Woodland Hills,CA,USA) 的 辐射 热 刺激 
小 鼠 后 爪 足 掌 中 部 ,通过 热 缩 扑 反应 潜伏 期 (PWL) 来 判 
定 小 鼠 热 痛 敏 情况 。 为 避免 热 刺激 灼伤 小 鼠 皮 肤 , 设 定 
热 刺 激 强度 使 TWL 基础 值 为 10 s 左 右 (50% 的 光 刺激 
强度 ), 切 断 时 间 为 20 s。 每 只 大 局 测定 5 次 ,间隔 5 min， 
取 中 间 3 个 数值 求 平均 值 作为 该 侧 肢 体 的 PWL。 
1.3 总 RNA 提 取 

疼痛 行为 学 检测 结束 后 ,根据 实验 需要 汤 头 处 死 小 
鼠 , 快 速 收集 SNL 和 Sham 组 L4 患 侧 和 对 侧 DRG 组 织 
并 浸泡 在 RNAlater 保 存 液 中 备用 。 为 获得 足 量 的 L4 
DRG 组 织 提 取 总 RNA 做 RNA-Seq, 将 SNL 或 Sham 术 
后 7 d( 疼 痛 症 状 最 明显 ) 自 同 组 的 8 个 L4 DRG 汇 成 一 
个 样本 ,PCR 验证 则 按 SNL 或 Sham 术 前 、 术 后 3.7 和 
14 d 不 同时 点 的 2 个 同 组 DRG 汇 成 一 个 样本 ,所 有 实验 
3 个 或 3 个 以 上 生物 学 重复 。 上 述 样本 按 miRNeasy 试 
剂 盒 (QIAGEN,Valencia,CA) 的 操作 步骤 进行 滤 柱 式 
抽 提 总 RNA, 使 用 NanoDrop 2000 分 光 光 度 计 测 量 
RNA 浓度 ,Az wAxm 的 比率 在 1.97 和 2.08 之 间 。 
Asgilent 2100 生 物 分 析 仪 (Agilent technologies, Santa 
Clara, CA) 评 估 RNA 完 整 性 数字 在 7.5 和 8.4 之 间 。 
1.4 RNA-Seq 测 序 

获得 总 RNA 后 ,使 用 Ribo-Zero rRNA Removal 
(Human/Mouse/Rat)Kit(lllumina, San Diego,CA) 去 除 
样本 内 核糖 体 RNACGRNA) ,使 用 没有 多 聚 腺 昔 酸 选择 
性 的 TruSeq Stranded Total RNA Sample Preparation 
Kit 试剂 盒 作 为 RNA 文 库 制 备 , 上 述 操作 按 试剂 盒 操作 
说 明 进 行 。RNA-Seq 测序 采用 Tumina 公司 HiSeq 
2500 平 台 高 通 量 输出 模式 ,2x100 bp 模式 双 末 端 测序 ， 
每 通道 有 超过 190 M 的 总 读 取 量 (每 样本 至 少 60 M 的 
读 取 量 ) ,使 用 RPKM(Reads Per Kilobases per Million 
reads, 每 百 万 reads 中 来 自 某 一 基因 每 干 碱 基 长 度 的 
reads 数 ) 来 表示 基因 的 表达 量 , 其 具体 方法 详 见 我 们 既 
往 文 章 *。 
1.5 PRMT 基 因 差 异 基因 RT-qPCR 验证 
使 用 TaKaRa Prime- Script@RT reagent kit with 
DNA eraser 逆转 录 试 剂 盒 将 总 RNA 道 转录 合成 
cDNA,10 hL PCR 反 应 体系 :mRNA 模板 2 nL,Premix 
Taq Version 2.0 2 kL, ddH;O 6 pyL。PCR 反应 条 件 : 
37 C15 min,85 % 5 s, 随 后 采用 SYBR Green 方法 进 
行 实时 定量 PCR 反 应 ,所 需 引物 用 Primer 3.0 在 线 软 件 
设计 ,由 上 海 生 工 生物 工程 股份 有 限 公司 合成 ,引物 信 


激 间 隅 5 s。 纤 毛刺 激 时 , 若 动物 产生 了 缩 爪 反应 , 则 记 
为 有 效 反 应 ,计数 10 次 刺激 中 出 现 有 效 反应 的 频数 , 计 


息 详 见 表 1,10 puL 反 应 体系 :cDNA 模板 1 pL,SYBR 
Green Master 5 hnL,ddH2O 3.6 pL, 上 下 游 引 物 各 0.2 pL。 
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PCR 反应 条 件 : 95 C3 min 预 变性 ;95 %C 变 性 10 s， 
60 "退火 30 s,72 % 延 伸 1 min, 共 40 循 环 ,溶解 曲线 
65~95 %。 反 应 结束 后 ,Bio-Rad Prime PCR 软件 分 析 
严 光 信号 数据 ,计算 各 反应 管 Ct 值 ,以 Tubala(Tubulin 
alpha 1A gene) 为 内 参 并 与 对 侧 DRG 比较 ,采用 2* 法 
计算 各 目的 基因 的 相对 表达 量 。 
1.6 统计 学 分 析 

采用 SigmaPlot 12.0 统 计 学 软件 进行 分 析 , 正 态 分 
布 的 计量 资料 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,组 间 比 较 采 用 成 组 t 
仿 验 ,组 内 比较 采用 单 因素 方差 分 析 , 多 重 比较 采用 双 
因素 方差 分 析 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 SNL 外 周 神经 损伤 DRG PRMT 转 录 表 达 改 变 

目前 研究 发 现 组 蛋白 精 氮 酸 甲 基 化 酶 有 9 个 ,分 别 
是 Prmt1-3、Carml1、Prmt5-9 基因 编码 的 基因 趾 。 由 
Sham 组 可 知 , 上 述 9 和 蛋白 精 氨 酸 甲 基 化 酶 个 基因 均 表 
达 于 DRG 中 ,其 基础 表达 量 最 多 的 是 Prmt2 和 Prmt3 两 
个 基因 ,最 少 的 是 Prmt6。 与 Sham 组 比较 ,SNL 促 进 


RPKM 


表 1 引物 信息 表 
Tab.1 All primers used 


Product size 


Gene name Primer sequences (5'-3') (bp) 
Tubala Forward GTGCATCTCCATCCATGTTG 210 
Reverse GTGGGTTCCAGGTCTACGAA 

Prmtl Forward GCCTGCAAGTGAAGAGGAAC 104 
Reverse CTCAGGACTGGTGGAGAAGC 

Carm]l Forward ACCACACGGACTTCAAGGAC 148 
Reverse CTCTTCACCAGGACCTCTGC 

Prmts Forward CTGAGTGTCTGGATGGAGCA 162 
Reverse GCATCTCAAACTGTGCCTCA 

Prmts Forward TGGTGACCAATGCCTGTTTA 166 
Reverse CCCATTTTCTTGTGGCACTT 

Prmt9 Forward CCCAGACGCTGGTAGAAGAG 145 
Reverse GGTTGGCTTAAAGGGACACA 


Carm1l 綦 因 表 达 上 调 , 而 Prmt5 .Prmt8 和 Prmt9 基 因 表 
达 抑 制 ,其 余 基因 表达 无 明显 变化 (图 1)。 
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图 1 SNL 术 后 7 d DRG PRMT 转 录 表达 改变 
Fig.l Changes in transcriptional levels of protein arginine methylation enzyme genes in injured DRG 
following spinal nerve ligation injury. **P<0.01, ***P<0.001 vs Sham group. RPKM: Reads per kilobases 


Per million reads. SNL: Spinal nerve ligation. 


2.2 SNL 神经 损伤 DRG PRMT 差 异 表 达 RT-qPCR 验证 
高 通 量 测 序 在 准确 获取 大 量 转录 信息 的 同时 会 因 
为 变异 系数 过 大 ,而 导致 信息 的 误 读 "。 因 此 ,我 们 建立 
SNL 模型 并 设计 了 Prmtl1、Carml、Prmt5、Prmt8 和 
Pt 特异 性 引物 ( 表 1),RTqPCR 进一步 验证 SNL 术 
后 不 同时 点 的 表达 。 行为 学 测量 分 别 于 SNL 术 前 (0 d)、 
术 后 第 3.7 和 14 天 进行 。 与 Sham 组 比较 ,SNL 组 在 术 
后 3.7 和 14 d 小 鼠 患 侧 后 爪 PWF 明显 增加 (P<0.01)， 
PWL 明显 缩短 (P<0.01), 而 Sham 组 患 侧 和 两 组 健 侧 后 
爪 PWF 和 PWL 无 明显 改变 (P>0.05,n=6, 图 2AB)。 我 
们 使 用 RT-qPCR 检测 上 述 时 点 差异 基因 表达 ,结果 表 


明 , 较 Sham 组 术 前 ,SNL 上调 了 受 损 侧 L4 DRG Carm1 
在 术 后 3.7 和 14 d mRNA 表 达 (P<0.01,n=4, 图 2C), 相 
反 , 下 调 Prmt8 基因 表达 (P<0.01,n=3, 图 2D) ,而 
Prmt5 .Prmt9 和 Prmtl 则 无 明显 改变 (P>0.05,n=6, 图 
2E-G)。 
2.3 CCI 神 经 损伤 上 调 DRG Carm] 表 达 , 抑 制 Prmt8 基 
因 表达 

为 排除 SNL 单 一 神经 损伤 模型 对 DRG PRMT 基 
因 表达 的 影响 ,我 们 采用 另 一 个 常用 的 外 周 神 经 损伤 模 
型 CCI 模 型 进一步 验证 。CCI 行 为 学 测量 方法 和 时 点 
与 SNL 一 致 ,与 Sham 组 比较 ,CCI 组 患 侧 后 爪 在 术 后 
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Fig.2 Validation of differentially expressed Protein arginine methylation enzyme genes by RI- qPCR. Paw withdrawal 
responses to mechanical (A) and thermal (B) stimuli on the ipsilateral (Ipsi) and contralateral (Con) sides were tested at 
different time points after spinal nerve ligation (SNL) in the mice. **P<0.01, n=6, vs the corresponding Sham group on the 
ipsilateral side (Sham-TIpsi). The ipsilateral- to- contralateral ratios are shown for Carm1, Prmt8, Prmt5, Prmt9 and Prmt1 


mRNA expressions in the L4 DRGs after SNL in mice. **P<0.01 vs the corresponding Sham group. PWF: Paw withdrawal 


frequency. PWL: Paw withdrawal latency. 


3.7 和 14 d PWF 明 显 增加 (P<0.05),PWL 明 显 缩短 (P< 
0.05), 而 Sham 组 患 侧 和 两 组 健 侧 后 爪 PWF 和 PWL 无 
明显 改变 (P>0.05, 图 3A、B)。RT-qPCR 验证 结果 表明 
与 SNL 一 致 , 即 : 较 Sham 组 ,CCI 术 后 3.7 和 14 d 时 间 
依赖 性 上 调 患 侧 L4 DRG Carm7 表达 (图 3C) ,而 抑制 
Prm 好 表达 (图 3D)。 


3 讨论 

本 研究 首次 揭示 了 外 周 神经 损伤 DRG PTMT 转 录 
表达 规律 ,发 现 组 蛋白 精 氨 酸 甲 基 化 酶 基因 Carmz7 转录 
表达 明显 上 调 , 而 Prmt5、Prmt8 和 Prmt9 转 录 抑 制 ， 
Prmt8 抑 制 最 明显 ,进一步 RT-qPCR 验证 发 现 ,外 周 神 
经 损伤 时 间 依赖 性 上 调 受 损 侧 L4 DRG Carml 表达 , 仪 
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图 3 DRG Carml 和 Prmt8 基 因 在 CCI 术 后 0.3、7 和 14 d 表 达 改 变 

Fig.3 Carm] and Prmt8 mRNA expressions in the ipsilateral La and Ls DRGs on days 0, 3, 7 and 14 after CCI or sham 
surgery. Paw withdrawal responses to mechanical (A) and thermal (B) stimulation on the ipsilateral (Ipsi) and 
contralateral (Con) sides on day 0, 3, 7 and 14 after CCI or sham surgery in mice. **P<0.01, n=6, vs the corresponding 
Sham group on the ipsilateral side (Sham-Ipsi). The Carm!]1 and Prmt8 gene expressions at time points as shown after 
Sham or SNL surgery on L; and 4 DRGs. *P<0.05, **P<0.01, n=3-6, vs the corresponding Sham group. CCI: Chronic 
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抑制 Prmt8 转 录 表 达 , 而 Prmt5 和 Prmt9 无 明显 改变 ,上 
述 表 达 改 变 与 NP 行 为 密切 相关 ,为 后 续 进 一 步 探讨 
Carzz7 或 Prmat 介 导 外 周 神经 损伤 引起 的 NP 外 周 分 子 
生物 学 机 制 提供 了 基础 。 

DRG 神 经 元 不 仅 含 有 传递 伤害 性 刺激 的 神经 递 质 
和 调 质 , 如 速 激 肽 .兴奋 性 氨基 酸 等 ,也 含有 起 突 触 前 调 
制作 用 的 受 体 ,如 y 氨 基 丁 酸 、 阿 片 和 嗓 吟 等 受 体 ,以 及 
钠 、 钾 、 钙 等 离子 通道 "2 。 当 外 周 神经 损伤 后 ,引起 
DRG 上 述 物质 表达 改变 ,导致 神经 元 兴奋 性 异常 增高 ， 
是 NP 产 生 和 维持 重要 机 制 ” 2。 因 此 ,明确 神经 损伤 上 
述 物质 在 DRG 内 变化 的 调控 机 制 ,可 进一步 明确 NP 的 
发 生 外 周 机 制 , 进 而 为 疼痛 治疗 提供 潜在 半点 “。 而 
RNA-Seq 能 够 很 好 地 显示 处 于 表达 状态 的 基因 数量 和 
活跃 程度 ,进行 多 方向 多 维度 的 研究 不 同 病 理 状态 的 基 
因 表达 差异 ,分 析 疾 病 相 关 基因 等 *”。 本 研究 基于 
Hiseq2500 高 通 量 测序 平台 2x100 bp 模式 完成 小 鼠 
SNL 模 型 DRG PRMT 转 录 组 的 深度 测序 ,分 析 结 果 显 
示 ,PRMT 基 础 表达 量 最 多 的 是 Prmt2 和 Prmt3 两 个 基 
因 ,表达 最 少 的 是 Pt6。 在 差异 基因 得 查 中 发 现 ,SNL 
促进 Cozwz7 基因 表达 上 调 , Prmt5 .Prmt8 和 Prmt9 则 转 
录 抑 制 , 其余 基因 表达 无 明显 变化 。 我 们 进一步 使 用 
RT-qPCR 验证 上 述 差异 基因 在 不 同 疼痛 模型 (SNL 和 
CCD 的 表达 ,结果 发 现 外 周 神经 损伤 上 调 受 损 侧 L4 


DRG Carm1 表达 , 仅 抑制 Pr 好 转录 表达 ,而 Pt 和 
Prmt9 无 明显 改变 ,这 可 能 是 由 于 RNA-Seq 高 通 量 测序 
时 Prmts 和 Prmt9 的 变异 系数 过 大 造成 的 ”。 

组 蛋白 精 氨 酸 甲 基 化 修饰 是 组 蛋白 质 翻 译 后 修饰 
的 重要 方式 之 一 ,由 PRMT 家 族 催化 产生 ,在 胞 奖 和 胞 
核 内 参与 诸多 细胞 反应 ,如 :转录 调控 .RNA 前 切 . 信 号 
转 导 、DNA 损伤 修复 和 蛋白 和 蛋白 间 相 互 作用 *“。 
PRMT 家 族 根据 功能 的 不 同 分 为 两 类 ( 工 和 开 类 ) ,由 
PRMT1-3 .CARMI1、 和 PRMT5-9 共 9 个 蛋白 组 成 ,分 别 
由 Prmt1-3.Carm1l 和 Prmt5-9 基 因 编 码 , 众 化 组 蛋白 和 
非 组 蛋白 的 精 氮 酸 位 点 的 甲 基 化 ,参与 细胞 诸多 活动 ="。 
本 研究 全 面 分 析 了 上 述 9 个 PRMTs 的 基因 神经 损伤 后 
DRG 表 达 改 变 , 发 现 SNL 和 CCI 模 型 均 上 调 DRG Carm1 
的 转录 表达 ,而 抑制 Prm 好 转录 ,它们 的 转录 表达 改变 在 
神经 损伤 过 程 中 发 挥 怎样 的 功能 呢 ? 目前 仍然 不 清楚 。 

研究 表明 ,CARM1 在 DNA 包 装 ,转录 调控 和 未 成 
熟 mRNA 剪 切 和 RNA 稳 定性 方面 发 挥 重要 作用 。 其 
中 ,CARMI1 可 催化 组 蛋白 H3 第 17 和 26 号 精 氨 酸 位 点 
二 甲 基 化 (H3R17me2 和 H3R26me2) ,激活 组 蛋白 上 结 
合 的 该 段 DNA 转录 表达 ””"。 另 有 人 研究 表明 ,CARMI1 
参与 JAK/STAT 信 号 通路 的 调控 中 ,而 JAK/STAT 信 号 
通路 是 趋 化 因子 .生长 因子 和 白介素 等 细胞 因子 介 导 
DRG 和 将 髓 背 角 神 经 元 兴奋 性 和 胶 质 细胞 活化 致 神经 
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病理 性 疼痛 和 骨 癌 痛 等 慢性 疼痛 的 关键 机 制 天 的 。 那 
么 ,外 周 神经 损伤 上 调 DRG Corm7 转 录 表 达 , 可 能 通过 
组 蛋白 H3R17me2 修饰 或 JAK/STAT 信和 号 通路 参与 神 
经 病理 性 疼痛 的 产生 和 维持 ,我 们 需要 进一步 研究 。 

与 此 同时 ,神经 损伤 下 调 的 DRG Prmt8 基 因 是 否 
参与 疼痛 的 产生 或 维持 ,至今 未 见报 道 。 细 胞 膜 上 
PRMTS8 可 与 磷脂 酰 肌 醇 -3- 产 激酶 (PI3K) 调 控 和 蛋白 P85 
相互 作用 ,激活 PI3K, 导 致 三 磷酸 磷脂 酰 肌 醇 ((PIP3 ) 合 
成 增加 ,激活 ATK, 形 成 PRMT8/PI3K/AKT 轴 ,在 维持 
人 类 多 能 干细胞 多 能 性 和 调控 中 豚 层 分 化 发 挥 重要 作 
用 中。 而 PI3K/AKT 信 号 通路 在 DRG 和 洽 髓 等 中 枢 系 
统 介 导 慢性 疼痛 发 挥 重 要 作用 中, DRG Prmt8 是 否 通 
过 PI3K/AKT 通 路 影响 神经 病理 性 疼痛 的 产生 和 发 展 ， 
仍 需 进一步 研究 。 

综 上 所 述 ,本 研究 初步 探讨 PRMT 在 外 周 神经 损 
伤 DRG 的 转录 改变 ,发 现 神经 损伤 上 调 DRG Carm17 表 
达 , 抑 制 Prmt8 表达, 为 后 续 深 入 探讨 Carm1 或 Prmt8 
介 导 外 周 神 经 损伤 引起 的 NP 分 子 生物 学 机 制 提供 基 
础 ,以 期 符 为 NP 的 防治 提供 新 的 潜在 靶 点 。 


到 
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